Anais do VII CONERA Acta Veterinaria Brasilica, v.8, Supl. 2, p. 332-342, 2014

MARCADORES DE CONGELABILIDADE: PROTI'EI'NAS E SUA
RELACAO COM A RESISTENCIA ESPERMATICA A
CRIOPRESERVACAO EM DIFERENTES VARROES

[Markers of freezability: proteins and their relationship to sperm cryopreservation resistance in different boars]

Ricardo Toniolli*, Tatyane Bandeira Barros?, Daianny Barboza Guimaraes®

! Laboratério de Reprodugdo Suina e Tecnologia de Sémen — FAVET/UECE; *Autor para correspondéncia: E-mail:
toniolli@roadnet.com.br.
2 Programa de P6s-Graduacéo em Ciéncias Veterinarias — FAVET/UECE.

RESUMO - O uso do sémen congelado apresenta uma viabilidade a longo prazo, mas este ainda estéa associado a
baixos indices produtivos. O espermatozoide suino é bastante sensivel a congelagdo. Seu emprego na
inseminacao artificial estd associado a uma reducdo de 10 a 20% na taxa de parto e de 1 a 2 leitdes por leitegada.
Assim, todos os fatores que possibilitem a reducdo de custos e tornem esta fonte energética mais acessivel
merecem ser estudados. Para isto, a busca por novas alternativas em pesquisas, é de fundamental importancia,
objetivando maximizar o uso desta nova biotécnica. Com o intuito da viabilizacdo do uso de ejaculados, estudos
tem sido realizados com a finalidade de identificar proteinas presentes no sémen e na membrana espermatica que
possibilitem a busca por marcadores de congelabilidade de ejaculados de diferentes varrdes. Dentro deste
contexto, e, considerando a importancia da producdo de proteina animal na regido Nordeste do Brasil, mais
especificamente da espécie suina, o intuito do presente trabalho é o de contribuir para que a criopreservag¢do na
espécie suina apresente uma maior eficiéncia e o sémen pds congelacdo possa ser utilizado com resultados
economicamente vidveis. Desta forma, o desenvolvimento de um novo protocolo de congelagdo que reduza
custos, bem como a identificacdo de proteinas presentes no plasma seminal e/ou na membrana plasmatica que
estejam relacionadas com a protecdo do espermatozoide ao processo de criopreservacao, € de suma importancia
visando a maximizacao dos resultados de fertilidade e prolificidade obtidos até o presente momento com 0 uso
do sémen congelado.

Palavras-Chave: sémen; suino; conservagdo; fertilidade; prolificidade.

ABSTRACT - The use of frozen semen has a long-term viability, but this is still associated with low production
rates. The pig sperm is very sensitive to frost. Its use in artificial insemination is associated with a reduction of
10 to 20% in the delivery rate and 1-2 piglets per litter. Thus, all factors that enable cost reduction and make this
more affordable energy source worth studying. For this, the search for new alternatives in research, is a
fundamental importance, aiming to maximize the use of this new biotechnology. With the aim of enabling the
use of ejaculates, studies have been conducted in order to identify proteins present in semen and sperm
membrane that allow the search for markers of freezability ejaculates from different boars. Within this context,
and considering the importance of animal protein production in the Northeast of Brazil, specifically swine, the
aim of this work is to contribute to that cryopreservation in swine present a more efficient and semen after
freezing can be used to economically viable results. Thus, the development of a new freezing protocol that
reduces costs as well as the identification of proteins present in seminal plasma and/or the plasma membrane that
are related to the protection of the sperm cryopreservation process is of paramount importance with a view to
maximizing fertility and prolificacy results obtained so far with the use of frozen semen.

Keyword: semen; swine; conservation; fertility; prolificity.

INTRODUCAO fertilidade em relacdo ao sémen resfriado era o

principal, porém nd o Unico fator limitante.

Até o inicio da década de 70, a criopreservagdo do Varia¢Ges no resultado da congelacdo de sémen
sémen suino era pouco desenvolvida e resultava entre  cachacos; processamento  dispendioso;
sempre na perda da capacidade de fertilizacdo dos utilizacdo de um grande ndmero de células por
espermatozoides (Bortolozzo et al., 2005). A baixa dose; inexisténcia de testes confidveis para a
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avaliacdo da viabilidade espermatica e momento
critico de inseminacdo, dentre outros, sdo pontos
que dificultam a expansdo e utilizacdo do sémen
congelado em escala comercial (Reed, 1985).

Atualmente, estima-se que sejam realizadas em
torno de 19 milhdes de inseminagdes artificiais (1A)
com sémen suino em todo mundo, sendo que,
menos de 1% usam doses criopreservadas (Johnson
et al., 2000). A disponibilidade de sémen congelado
trara um grande impulso aos programas de IA,
permitindo o acesso de pequenos produtores a
machos selecionados, independente da distancia
que os separa das Centrais de IA.

A utilizacdo extensiva da IA baseia-se na
conservacdo do sémen resfriado, o qual, apesar de
proporcionar resultados de fertilidade semelhantes
ou melhores aos da monta natural, limita a
aplicacdo do sémen a um periodo de 2 a 3 dias ap6s
a coleta (Scheid et al., 1986). Este limitagdo poderia
ser facilmente superada com o emprego de sémen
congelado, com o intuito de otimizar um protocolo
de congelacdo na espécie suina (Hess et al., 1960).

Embora esta tecnologia venha sendo aprimorada, 0s
resultados dos métodos de conservagdo do sémen
suino sdo ainda insuficientes, quando comparados
ao emprego do sémen refrigerado (Mileham et al.,
1997), no tocante & preservacdo da fecundidade a
niveis que atendam a demanda da producdo
comercial de leites (Scheid, 1991).

Vérios fatores sdo apontados como responsaveis
pelos baixos resultados de fertilidade com o uso do

sémen suino  congelado.  Reconhece-se a
sensibilidade do espermatozoide a baixas
temperaturas; 0s crioprotetores habituais para

outros sistemas bioldgicos, tem acgdo reduzida ou
inexistente para o sémen suino (Salamon et al.,
1973).

Desta forma, a identificagdo de determinados
grupos proteicos presentes no ejaculado pode dar
suporte a diversas linhas de pesquisas,
particularmente a busca de marcadores de
congelabilidade, através da caracterizagdo de
proteinas especificas envolvidas na atividade
espermatica (Collares, 2005), que podem permitir
seu uso como marcadores congelabilidade do
sémen de determinados varrdes (Jobim et al., 2004;
Moura et al., 2006).

A elevacéo dos resultados de fertilidade com o uso
do sémen congelado depende da geracdo de novos
conhecimentos em um vasto campo da ciéncia, que
inclui desde &reas como bioguimica e criobiologia,
até aspectos aplicados as metodologias de
congelagdo, & determinacdo do momento ideal de
inseminacao.
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CARACTERISTICAS DO EJACULADO
SUINO

O ejaculado pode ser dividido em quatro fases
distintas, sendo elas a wuretral, a rica em
espermatozoides, a pobre em espermatozoides e a
gelatinosa. A fase das glandulas uretrais consiste
pelos primeiros 10 a 15 mL liberados e tem a
funcdo de adequar o canal da uretra para a
passagem dos espermatozoides, desta forma, essa
primeira parte ndo é aproveitada na coleta. A fase
rica, com aspecto variando de leitoso ao leitoso
denso, contém cerca de 70% dos espermatozoides
do ejaculado. A fase pobre, que apresenta um
aspecto soroso, contém o restante das células
espermaticas. Essas duas fases do ejaculado sdo
aproveitadas para a andlise e posterior conservagao
do sémen. Por ultimo, a fase gelatinosa, composta
pela secrecdo das glandulas bulbo-uretrais, retida
através do uso de um papel filtro posicionado no
copo de coleta e posteriormente descartada
(Bortolozzo et al., 2005).

COMPOSICAO DO EJACULADO

O plasma seminal consiste em um fluido produzido
pela rete testis, epididimo e glandulas acessérias.
Ele contém varios componentes de extrema
importancia  para a  sobrevivéncia  dos
espermatozoides, com papel essencial nas funcgdes
esperméticas in vivo ap0s a ejaculacdo até a
fertilizagdo (Kraus et al., 2005). A funcdo do
plasma, segundo Miller et al. (1990), é servir como
um veiculo para os espermatozoides ejaculados, e
fornecer substratos metabolizaveis para a célula
espermdtica. Ele é um fluido muito complexo,
caracterizado por grande conteddo de &gua, ions
inorganicos, acido citrico, aglcares, sais organicos,
prostaglandinas e um namero variado de proteinas
que agem como substancias tampdo, de forma a
manter a osmolaridade adequada e um pH préximo
do neutro. Proporciona também fontes de energia
para 0 metabolismo tanto aerdbico quanto
anaerdbico (Mann e Lutwak-Mann, 1981).

CONSERVACAO DO SEMEN

Uma das principais expectativas de uso da 1A em
suinos esta vinculada ao desenvolvimento de novas
técnicas de armazenamento do sémen (Cameron,
1998), estando o seu éxito relacionado a capacidade
do diluente em conservar 0s espermatozoides em
condicBes adequadas durante a estocagem do sémen
(Woelders, 1992). Nesse sentido entende-se como
necessario a realizacdo de estudos efetivos em
busca de diluentes que possam preservar as
qualidades fecundantes do sémen diluido por maior
periodo de tempo possivel, a fim de otimizar seu
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uso, melhorar 0 manejo e causar menor desgaste
aos reprodutores (Paquignon et al.,1987).

A conservacdo de sémen por um longo periodo
possibilitando 0 seu uso posteriormente, representa
uma importante ferramenta para criadores que
desejam estocar e difundir o potencial genético de
seus reprodutores (Cardoso et al., 2005). Para o
sucesso deste trabalho, é necessario manter a
integridade celular e reduzir a atividade metabdlica,
com uma diluicilo em meio adequado além da
redugdo da temperatura (Sanchez, 2003).

USO DA REFRIGERACAO DO SEMEN

O sémen suino tem sido tradicionalmente
armazenado em temperaturas entre 15 e 18 °C apos
a diluicho (Laforest e Allard, 1996). Essa
temperatura, entretanto, é limitante para seu
armazenamento por periodos prolongados, em
virtude de ndo interromper totalmente o
metabolismo espermatico, ocorrendo acimulo de
metabdlitos. Além disso, essa faixa de temperatura
ndo impede a multiplicacdo bacteriana, a qual
influencia na qualidade do ejaculado e limita o
periodo maximo de armazenamento (Weitze, 1995).
Desta forma, foi testado o armazenamento do
sémen suino em temperaturas proximas a 5 °C,
podendo ser o mesmo estocado em refrigeradores
domésticos (Landsverk, 2000). No entanto, o
espermatozoide suino é sensivel a temperaturas
inferiores a 15 °C (De Leeuw et al., 1990).

USO DA CRIOPRESERVACAO DO SEMEN

A congelagdo de ejaculados de cachagos representa
apenas 1% do sémen usado a nivel mundial
(Saraiva et al., 2005). A criopreservacao, por sua
vez ainda apresenta o grave problema de reduzir
drasticamente a capacidade fertilizante da
populacgdo espermatica. Restri¢ces ao uso do sémen
congelado também se ligam a variagdo individual
de ejaculados de reprodutores que suportam ou nédo
a criopreservacdo, além do baixo rendimento no
tocante ao numero de doses produzidas e dos
métodos laboriosos de processamento de material
espermatico para a congelagdo (Reed, 1985).

Por isso, a nivel comercial, apenas as empresas de
melhoramento genético usam sémen congelado
para transferéncia de material genético de alta
qualidade entre granjas localizadas em diferentes
paises. Desta forma, 0 uso de sémen congelado de
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cachacos permanece restrito a preservacdo e
transporte por longas distdncias de material
genético de alto valor (Scheid e Silveira, 2002).

No desenvolvimento de protocolos de congelacéo
do sémen suino tem-se que considerar a interacdo
entre a concentracdo do crioprotetor utilizado e as
velocidades de congelacdo/descongelacdo (Johnson
et al., 2000). Antes da congelacdo, o sémen deve
ser resfriado entre 37 °C a aproximadamente 25 °C,
0 que parece ndo ocasionar danos as células
espermaticas quando estas se encontram diluidas
em meio adequado (Keith, 1998).

O estresse inicial se da quando o espermatozoide
passa para temperatura proxima a 5 °C (Squires et
al., 1999), devido a fase de transicdo da membrana
plasmatica, do estado liquido cristalino para o de
gel (Medeiros et al., 2002). Este efeito pode ser
minimizado pelo controle da taxa de resfriamento,
pela adicdo de protetores celulares (lipidios, gema
de ovo, leite) ao diluente (Graham, 1996) além do
uso de curvas de resfriamento lentas (Grafico 1).

Quanto aos padrdes seminais desejaveis para sémen
congelado, considera-se fora dos mesmos o0s
ejaculados com motilidade < 20%, anormalidades
espermaticas > 50% (Corréa et al., 2001). No
entanto, a avaliagdo in vitro da viabilidade
espermatica pds-descongelacdo deve ser realizada
através de varios exames, Vvisto que testes isolados
sdo insuficientes para identificar ejaculados de
baixa congelabilidade (Johnson, 1985). Varios sdo
os testes para verificacdo in vitro da qualidade
espermatica pO6s  descongelacdo:  motilidade
espermatica e integridade acrossomal (Paquignon et
al., 1980); teste de termorresisténcia (Tuli et al.,
1982).

PROTEOMICA DO SEMEN

A protebmica é uma das principais alternativas para
se compreender as interacBes do plasma seminal
com a superficie dos espermatozoides, podendo ser
utilizada como um modelo usual para o estudo
desta relacdo (Strzezek et al., 2005). O método mais
empregado com alta eficiéncia na separacdo e
caracterizacdo dos diversos polipeptideos é a
eletroforese. Muitas proteinas do plasma seminal de
vérias espécies também tém sido analisadas através
do SDS-PAGE ou por eletroforese em gel de
poliacrilamida dimensional (Kowalski et al., 2003;
Lahnsteiner et al., 2004).
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Grafico 1. Curva de resfriamento do sémen, com seus momentos de analises de vigor e motilidade espermatica.
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PROTEINAS DO PLASMA SEMINAL

Dentre as diferentes substancias que compdem o
plasma seminal, as proteinas sdo 0s constituintes
organicos encontrados em maior quantidade. Essas
proteinas sdo importantes fisiologicamente para o
sémen e estdo presentes na forma de complexos
associados, com composi¢do, conformacdo e
tamanho especifico para cada espécie (Jelinkova et
al., 2003). O plasma possui também substancias
enziméticas e ndo enziméticas que apresentam
funcéo antioxidante, dentre eles podem ser citadas a
vitamina E, a vitamina C, o urato e a albumina
(Baumber et al., 2000; Almeida e Ball, 2005).

As proteinas associadas ao plasma seminal,
identificadas no fluido das glandulas anexas tem a
capacidade de interagir com 0s espermatozoides
quando da ejaculagdo. Isto aumenta a possibilidade
de algumas dessas proteinas permanecerem
associadas a ele, influenciando eventos que
ocorrem no trato reprodutivo da fémea, associado
ao transporte espermatico, capacitacdo e fertilizacdo
(Moura et al., 2007).

PROTEINAS DA MEMBRANA PLASMATICA
DO ESPERMATOZOIDE

O evento da fertilizagdo nos mamiferos inclui
interagBes bioquimicas altamente reguladas, tais
como: ligacdo de proteinas seminais na superficie
dos espermatozoides ap6s a ejaculacdo; interacdo
de proteinas da membrana espermatica com células
do oviduto; capacitacdo espermatica; reacdo
acrossdmica; reconhecimento, ligagcdo e penetracdo
do espermatozoide na zona pellcida e posterior
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fusdo dos gametas (Jansen et al., 2001; Strzezek et
al., 2005).

A membrana plasmética pode sofrer remodelagdes
quando o espermatozoide interage com proteinas do
plasma seminal durante a ejaculacdo, com 2 tipos
de interagdes proteicas envolvidos nesse processo:
de proteinas com a membrana espermética e mutuas
entre  proteinas de formas  monoméricas
(Manaskova et al., 2003). A membrana espermatica
apresenta uma composicdo mista de fosfolipidios
que difere de espécie para espécie, além da
temperatura de transi¢do de fase ser variavel para
cada tipo de fosfolipidio (Buhr et al., 1994).

Durante o resfriamento visando a conservacdo do
ejaculado, a separacdo lateral de fases pode ocorrer
e as proteinas podem ficar agrupadas e excluidas
dos arranjos hexagonais dos lipidios gelificados,
permanecendo em locais onde ha lipidios ainda em
estado fluido. Pelo fato das proteinas da membrana
estarem localizadas em ambiente lipidico ndo
fisioldgico, a fungdo das mesmas, importante para a
integridade estrutural e/ou funcionamento das
bombas de ions, pode ser afetada (Woelders, 1997;
Levis, 2000).

Em funcdo da separacdo de fases, ha um aumento
da permeabilidade da membrana com perda de
cations e enzimas, reducdo da atividade enzimatica
e perturbacBes nos processos de difusdo controlados
pela membrana (De Leeuw et al., 1990). Durante o
resfriamento, o desequilibrio idnico intra e
extracelular podem  reduzir a motilidade
espermatica (Watson, 1996). Nas temperaturas
entre 25 a 5 °C, ocorre a reducdo da fluidez dos



Anais do VIl CONERA

Acta Veterinaria Brasilica, v.8, Supl. 2, p. 332-342, 2014

lipidios da membrana no espermatozoide suino, o
que pode explicar sua maior sensibilidade ao
resfriamento (Buhr et al., 1994). Um componente
importante que participa da integridade da
membrana plasmatica € o colesterol. A relacdo
colesterol:fosfolipidios da membrana plasmaética do
espermatozoide suino é mais baixa (0,12), podendo
ser outro fator responsavel pela sua maior
sensibilidade a baixas temperaturas (De Leeuw et
al., 1990).

JUSTIFICATIVA

O aumento frequente do uso de programas de IA
em granjas comerciais de suinos, exige cada vez
mais uma melhora e um desenvolvimento de
técnicas mais aprimoradas que possibilite um
aumento na producdo dessas granjas. Com isso, se
faz necessério o aperfeicoamento de biotécnicas nas
unidades de reproducéo, que possam ser utilizadas
como ferramentas para a otimizacdo da utilizagdo
da inseminacéo artificial (Corréa et al., 2001).

A conservacdo de sémen suino e sua posterior
utilizacdo na IA, se faz através de seu resfriamento,
com viabilidade limitada em até trés dias. Para
proporcionar um periodo mais prolongado, se faz
necessario o0 uso do sémen congelado (Hess et al.,
1960). No entanto, a congelagcdo do sémen ainda
estd associada a baixos indices produtivos e
reprodutivos, quando relacionada com os valores
obtidos com o uso de sémen resfriado (Woelders,
1997).

Machos pertencentes a mesma espécie apresentam
diferengas em relacdo aos resultados de fertilidade
com sémen resfriado e com sémen congelado. Este
problema é particularmente observado na espécie
suina, onde o cachago com fertilidade normal em
monta natural ou IA com sémen in natura pode
apresentar espermatozoides inviaveis ap6s o
processo de refrigeracdo e congelagdo (Larson et
al., 1976).

O espermatozoide suino é bastante sensivel ao
processo de congelacdo. Seu emprego na IA estd
associado a uma reducdo de até 30% na taxa de
parto e de 1 a 3 leitdes por leitegada; a um menor
nimero de doses por ejaculado, 0 que aumenta os
custos por dose produzida (Bortolozzo et al., 2005).
RestricGes ao uso do sémen congelado apresentam-
se também através da variagcdo individual de
gjaculados a congelabilidade; ao baixo rendimento
no ndmero de doses e métodos laboriosos de
processamento visando a criopreservagdo (Larsson
e Einarsson, 1976). As caracteristicas particulares
que permitem alguns ejaculados a resistirem ao
processo de criopreservacdo melhor do que outros,
permanecem sem serem identificadas (Casas et al.,
2010).
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A congelabilidade do sémen suino parece ser mais
dependente de caracteristicas individuais do que do
processo de criopreservacdo em si (Medrano et al.,
2009). Trabalhos anteriores tém relacionado este
aspecto com a origem genética de suinos (Thurston
et al.,, 2002; Roca et al., 2006), o que também
explica o porque que ejaculados coletados do
mesmo animal tendem a apresentar 0s mesmos
resultados para a congelabilidade (Rath et al.,
2009).

As secrecdes provenientes das glandulas acessorias
sdo misturadas aos espermatozoides na ejaculagdo e
contribuem com a maior parte do volume seminal.
Algumas proteinas das glandulas sexuais acessérias
sdo conhecidas por ligar-se a membrana da célula
espermatica, afetando suas funcdes e propriedades
(YYanagimachi, 1994). O uso da técnica protedmica
na identificagdo destas proteinas tem sido utilizada
para determinar as possiveis relagdes existentes
entre sua expressao e taxas de fertilidade (Moura et
al., 2007), mas ndo ha nada descrito para a espécie
suina. Como fonte inovadora para a viabilizagdo do
uso de sémen congelado, estudos tem sido
realizados a fim de identificar proteinas presentes
no sémen que possibilite a busca por marcadores de
congelabilidade através da caracterizagdo de
proteinas especificas envolvidas na atividade
espermatica (Collares, 2005).

RESULTADOS PRELIMINARES

EFEITO DA NOVA CURVA DE
RESFRIAMENTO SOBRE A CELULA
ESPERMATICA

O vigor e a motilidade apresentaram uma queda de
valores, devido ao declinio da temperatura e
consequente reducdo do metabolismo espermatico,
acompanhada da redugdo da atividade mecénica da
célula. No entanto, mesmo sob condi¢cBes de
anaerobiose parcial e producdo de radicais livres,
que ocorreu durante o abaixamento de temperatura
e que pode afetar a motilidade espermatica, a curva
de resfriamento utilizada no presente estudo
apresentou resultados satisfatorios.

Comparando-se os resultados entre os diferentes
diluentes BTS e a 4gua de coco em p6 (ACP), eles
ndo  apresentaram  diferencas  significativas
(p>0,05), durante todo o periodo de abaixamento da
temperatura antes da congelagdo (Grafico 2). Na
analise A5, ocorreu um aumento nas médias em
ambos os tratamentos, podendo estar relacionado
com a centrifugagdo que atua como uma
capacitacdo celular induzida através da retirada do
plasma seminal, e consequentemente, um aumento
no vigor espermatico. Constatou-se que o ACP
como diluente alternativo, pode substituir
comercialmente o BTS, amplamente utilizado em
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protocolos de inseminacéo artificial para a espécie
suina, servindo como opcao simples, barata e de

facil obtencdo sem comprometer a qualidade
espermatica.

Gréafico 2. Vigor espermatico durante a curva de resfriamento do sémen suino conservado nos diluentes BTS e
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Como pode ser visto no Grafico 3, a motilidade néo
apresentou diferencas significativas (p > 0,05) entre
os resultados das seis analises (Al a A6) em ambos
os diluentes. Quanto ao efeito da curva, o ACP
apresentou uma menor variabilidade entre os
resultados das analises. Nos resultados dos quatros
primeiros pontos analisados (Al a A4) houve uma
reducdo na motilidade em ambos os tratamentos,
queda esta explicada pelas alteragdes de pH e
osmolaridade do meio, devido ao consumo do
substrato energético e a producdo de metabolitos.
Em A5 houve um aumento dos valores em ambos
diluentes, que pode ter sido devido a centrifugacéo
e retirada do plasma seminal.

RESULTADOS APOS A DESCONGELACAO

Apos a descongelacdo, o BTS apresentou melhores
resultados (p < 0,05) para as caracteristicas vigor
(1,8+0,9) e motilidade espermatica (31,4+22,4), em
relacdo ao diluente ACP (1,5+0,9 e 21,3+18,3,
respectivamente). Contudo, o sémen foi congelado
com boa qualidade, apresentando uma média de
2,7+0,7 para o vigor, em ambos os diluentes, e para
a motilidade de 57,6+19,4 no BTS e 55,8+16,5 no
ACP. Por isso é necessario a elaboracdo de
estratégias, como a utilizagdo de novas curvas de
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resfriamento, crioprotetores e diluentes, com o
intuito de evitar lesdes celulares.

Quanto a caracteristica total de espermatozoides
vivos / acrossoma intacto e total de células vivas
com acrossoma intacto, o BTS e o ACP
apresentaram resultados semelhantes, ndo havendo
diferenca significativa (p>0,05) (Tabela 1). No
entanto, o percentual de células vivas com
acrossoma intacto apresentou baixos valores, em
ambos os diluentes, ap6s a descongelacéo.

Quanto & avaliagdo da funcionabilidade da
membrana espermaética, avaliada pelo percentual de
células reativas ao teste de resisténcia osmética, 0s
diluentes  testados  apresentaram  diferenca
significativa (p>0,05) onde o BTS (28,4%)
apresentou maior percentual de membranas
funcionais do que o ACP (24,2%). O fato de mais
de 70% das células espermaticas ndo apresentarem
membranas funcionais, deve-se a acdo da
criopreservagdo em induzir danos fisicos nas
células, pois este processo promove grande estresse
celular. Os espermatozoides com membranas
plasméticas danificadas sdo considerados incapazes
de fertilizar, uma vez que apenas 0s que apresentam
membranas intactas podem sofrer capacitacdo e
reacdo acrossomal.
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Grafico 3: Motilidade espermatica (%) durante a curva de resfriamento do sémen suino conservado nos diluentes
BTS e ACP-103°, visando a congelacéo.

£ 100
=00
=
T 80
w
=2 60
=
= 50
=2 10
=
= 30

Al A2 A3 A4 A5

Ab6

- ACP-103®

Al A2 A5 Ao

Momentos de Analises
Al =dil.1,30°C; A2 = 1h, 30 °C; A3 =25°C; A4 = 2h, 17 °C; A5 = centrifugacdo, dil.2 /5°C; A6 = dil.3 /5°C

Tabela 1. Total de espermatozoides vivos, total de acrossoma intacto e vivos com acrossoma intacto do sémen

suino analisado no pds-descongelagéo (%).

BTS ACP-103°

Total espermatozoides vivos 41,1+19,9" 40,5+16,3*

Total de acrossoma intacto 84,8+20,6" 86,3+16,3"
Sptz vivos com acrossoma intacto 37,1+15" 36,9+13"

A, B, C, letras diferentes na mesma linha diferencas significativas (p<0,05).

Apesar da descongelagdo estar ligada ao
restabelecimento das caracteristicas celulares, esta
pode ocasionar peroxidacdo lipidica e danos a
membrana, decorrentes do rdpido aumento da
utilizagdo de oxigénio pelo espermatozoide, assim
como a ruptura da membrana em razdo do
excessivo fluxo de &gua para o interior da célula.
Para a obtencdo de melhores resultados na
criopreservacdo do sémen suino, é necessario uma
otimizacéo do protocolo com o intuito de minimizar
os danos celulares causados pela congelagéo.

Quanto a curva de resfriamento, esta se adequou ao
processo de congelacdo lenta, mantendo a
viabilidade espermaética até a congelacdo do sémen.
No entanto, a taxa Otima de resfriamento,
congelacdo e descongelacdo podem diferir de
acordo com a composi¢do do diluente utilizado.
Desta forma, sdo necessarios maiores estudos
utilizando o diluente ACP-103 na criopreservagao
do sémen suino para a obtencdo de melhores
resultados.

Contudo, pode ser visto no presente estudo que
embora o BTS tenha apresentado melhores
resultados que o ACP em algumas das
caracteristicas analisadas, o ACP ainda assim
apresentou resultados aceitaveis para inseminagdo
artificial para a espécie suina. Desta forma, a 4gua
de coco em po6 pode ser utilizada como diluente
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para a criopreservacdo do sémen suino, visto que
este mantém a viabilidade espermatica de forma
que possa vir a ser utilizado na inseminagdo
artificial, além de apresentar facil manipulacdo e
baixo custo.

RESULTADOS DAS ANALISES DE
PROTEOMICA

As amostras foram submetidas a eletroforese, onde
foram detectados os spots, que representam pontos.
Cada ponto representa sequéncias de aminoacidos
que através da analise de identificacdo consegue-se
determinar qual proteina o "spot" representa, 0s
quais foram avaliados e pareados pelo aplicativo
PDQuest®, com andlise estatistica baseada na
diferenca de expressdo desses spots entre os dois
grupos: grupo de congelabilidade boa e ruim.

Apds descongelacdo, o animais foram separados em
grupos alta congelabilidade (GFEs - vigor >2,0 ¢
motilidade >40%) e de baixa (PFEs - vigor <2,0 e
motilidade <40%) (CASAS et al., 2010). Dos
quatorze  animais utilizados, seis  foram
considerados GFEs e oito foram PFEs. Os animais
GFEs apresentaram vigor de 2,2+0,8 e motilidade
41,8+22,9, enquanto que o grupo PFEs apresentou
19+0,6 e 26,8+17,5, respectivamente. Os
resultados dos pardmetros avaliados ap6s a
descongelacdo quanto a viabilidade do sémen neste
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estudo confirmam que, mesmo sob as mesmas
condicBes de criopreservacdo, o grau de alteracdes
produzidas pelo choque térmico ndo foi 0 mesmo
para ejaculados provenientes de diferentes animais.

Quanto aos totais de spots analisados, foi detectada
diferenca significativa (p<0,05) na intensidade de
cinco deles (Figura 1). Os spots 1, 2 e 3 foram
encontrados em uma intensidade maior nos animais
do grupo PFEs (Figura 2), e os spots 4 e 5 foram
encontrados com uma maior intensidade nos
animais do grupo GFEs (figura 3).

Quanto a analise das proteinas de membrana do
espermatozoide suino, foi detectado em média,
263+62,2 spots (média de todos spots dos 14 géis)
por gel (Figura 1). Um total de 234,24+54,6 spots
(média de spots em comum nos 14 géis) foi
detectado nos géis dos 14 animais. O grupo GFEs
apresentou 211,8+64,4 spots em comum entre 0s 6
animais do grupo, enquanto que o grupo PFEs
apresentou 251+42,8 spots em comum entre os 8
animais.

Figura 1: Mapa proteico do gel Bidimensional de proteinas de membrana de espermatozoides suinos. As

proteinas coradas com Coomassie blue coloidal.
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PFES (CONGELABILIDADE RUIM)
PROTEINAS DE MEMBRANA
IDENTIFICADAS: SPOT 1E 2: FC
FRAGMENT OF IGG BINDING PROTEIN;
SPOT 3: LACTADHERIN PRECURSOR

O spot 1, com 117,2 kDa e 5,3 pl, foi detectado nos
oito animais do PFEs, enquanto que no grupo
GFEs, foi detectado nos seis animais (Figura 2A).
O spot 2, com 121, 4 kDa e 5,0 pl, foi detectado em
sete animais do grupo PFEs e em cinco animais do
GFEs (Figura 2B). Ja o spot 3, com 49,8 kDa e 6,7
pl, foi encontrado em seis animais de cada grupo
(Figura 2C).
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GFES (BOA CONGELABILIDADE)
PROTEINAS DE MEMBRANA
IDENTIFICADAS: SPOT 4:
ARYLSULFATASE A PRECURSOR;
SPOT 5: F-ACTIN CAPPING PROTEIN
SUBUNIT ALPHA 1

O spot 4, com 61,4 kDa e 5,3 pl, foi detectado nos
oito animais do PFEs, enquanto que no grupo
GFEs, foi detectado em quatro animais (Figura 3A).
E o spot 5, com 36,8 kDa e 5,8 pl, foi detectado em
seis animais do grupo PFEs, enquanto que no grupo
GFEs, foi encontrado em cinco animais (Figura
3B).
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Figura 2. Intensidades dos spots 1, 2 e 3 no mapa bidimensional da membrana dos espermatozoides de suinos,
agrupados de acordo com os resultados de vigor e motilidade espermatica ap6s a descongelacéo seminal (PFEs e

GFEs).
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Figura 3. Intensidades dos spots 4 e 5 no mapa bidimensional da membrana dos espermatozoides de suinos,
agrupados de acordo com os resultados de vigor e motilidade espermética analisados apds a descongelacdo
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As diferengas quanto a intensidade da expressao de
determinadas proteinas podem variar para cada
animal, mesmo que estes sejam da mesma espécie.
Estas diferentes expressdes podem influenciar
diretamente na protecdo espermatica ao processo de
criopreservacdo do sémen, visto que em estudos
anteriores mostraram diferenca na intensidade de
proteinas e correlacionaram com os resultados da
criopreservacdo do sémen suino. Como resultados,
observaram que a proteina Acrosina (ACRBP) foi
encontrada com maior intensidade em GFEs e a
Triose Fosfato Isomerase (TPI) foi mais expressas
em PFEs, podendo entdo estas duas proteinas
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atuarem como marcadores de congelabilidade para
sémen suino.

A capacidade das células espermaticas resistirem ao
processo de criopreservacdo seminal é diferente
para cada animal, mesmo sendo da mesma espécie.
O uso de marcadores de congelabilidade representa
uma vantagem para a criopreservacdo do sémen,
porque evita utilizar ejaculados que ndo conseguem
resistir ao estresse causado frio. Foram encontrados
5 possiveis marcadores, onde dois destes podem ser
utilizados como de boa congelabilidade, pois estdo
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presentes em ejaculados com viabilidade

espermatica ap0s a criopreservagao.
PROTEINAS DO PLASMA SEMINAL

ALBUMINA: Modula colesterol, interfere na
capacitacdo espermatica e previne estresse;

NUCLEOBINDINAS: Modula
interfere na capacitacdo espermatica;

colesterol,

OSTEOPONTINA: Fusdo espermatozoide-0vulo e
desenvolvimento embrionario inicial;

ESPERMADESINAS: Relacdo inversa com a
fertilidade;

CLUSTERINA: Previne danos oxidativos;

FOSFOLIPASE A2: Reacdo acrossdmica, fusdo
espermatozoide-6vulo;
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